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研究成果の概要（和文）：歯周病細菌であるPorphyromonas gingivalis（以下, ジンジバリス菌）はFim線毛お
よびMfa線毛と呼ばれる2種類の線毛を有する。これまでに我々はジンジバリス菌の線毛主要構成タンパク質であ
るFimAやMfa1がリポタンパク質として菌体外に分泌されたのち, 菌体表面上にあるアルギニン特異的プロテアー
ゼがそれらのタンパク質のN末端側を分解すると線毛の重合が起きることを見出していた。しかしながら, それ
らの菌体外への分泌は不明のままであった。本研究ではFimAを基にして内膜から外膜への輸送および菌体外分泌
に関わるメカニズムの解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：A periodontopathogen, Porphyromonas gingivalis, has two different pili 
called Fim pili and Mfa pili. We have previously shown that FimA and Mfa1, the major component 
proteins of their pili, are secreted as lipoproteins and polymerized when their N-termini are 
degraded by arginine-specific proteinases on the cell surface. However, mechanism(s) of their 
secretion onto the cell surface remained unclear. In this study, we tried to reveal the mechanisms 
involved in the transport from the inner membrane to the outer membrane and their secretion onto the
 cell surface by using the FimA protein.

研究分野：微生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性歯周炎の最重要関連細菌としてジンジバリス菌が知られている。ジンジバリス菌の病原因子として宿主への
定着やバイオフィルム形成に関わる線毛がある。ジンジバリス菌の線毛はこれまでに知られている線毛とは異な
る線毛形成機構を持つことから我々は新規の5型線毛と命名した。本研究の目的は線毛主要構成タンパク質の輸
送・分泌に関わるメカニズムの詳細を明らかにすることである。その結果, FimAのN末端側のシステイン残基の
後方にある2つの酸性アミノ酸が分泌に必須であることを見出した。さらにFimAを持いたコンディショナル発現
系を構築し発現抑制または重合阻害する小分子をいくつか見出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性歯周炎に関与する最重要関連細菌として, グラム陰性偏性嫌気性菌である Porphyromonas 

gingivalis (以下, ジンジバリス菌)が知られている。ジンジバリス菌は Fim線毛およびMfa線毛と
よばれる 2 種類の線毛を有する。線毛は宿主への定着に関与するとともに細菌どうしが共凝集
しバイオフィルム形成にも関与すると考えられている。したがって, その線毛形成機構を詳細に
明らかにできると標的分子を阻害するような分子を探索することも可能となり, 将来的には歯
周病撲滅にも貢献するものと考えられる。 
 我々は,それらの線毛主要構成タンパク質がリポタンパク質として菌体外に分泌されたのち, 
菌体表面に存在するアルギニン特異的プロテアーゼにより N末端側の限定分解が起こり, C末端
側の β シート鎖が反転することで線毛の重合が起きること, ならびにこの線毛形成機構は従来
知られている線毛形成機構とは異なり新規であることから 5 型線毛と命名した(Xu Shoji et al. 
Cell 2016)。しかしながら, 線毛関連タンパク質がどのようにして内膜から外膜へいくのか, さら
に外膜をどのようにして通過していくのかといったメカニズムについては未だ不明であった。 
グラム陰性細菌のリポタンパク質の局在化機構については, 大腸菌の先行研究が知られている。
大腸菌のリポタンパク質は外膜内葉または内膜外葉に局在化し, 外膜内葉への輸送には LolA, 
LolB タンパク質が関与する。大腸菌において菌体表面に分泌されるリポタンパク質は僅かに数
個であり, 基本的には積極的に分泌する機構があるとは考えられていない。一方, ライム病の病
原体であるボレリア属は多くの菌体表面リポタンパク質が存在する。また, 淋菌や髄膜炎菌とい
ったナイセリア属も菌体表面にリポタンパク質が存在することが知られており, その菌体表面
へのリポタンパク質の輸送には Slamと命名された外膜タンパク質が関わることが報告されてい
た。バクテロイデス属細菌も多くの菌体表面リポタンパク質を有する。例えば, 糖鎖を分解する
菌体表面リポタンパク質などは特に有名である。バクテロイデス属細菌のリポタンパク質の外
膜通過には N 末端側膜透過シグナル配列後部にあるシステイン残基に続く後方の数個の酸性ア
ミノ酸の存在が必須であると報告されている。しかしながら, それ以外のリポタンパク質輸送機
構は全く不明であった。これまでに, ジンジバリス菌のゲノム情報をもとにホモログ解析を調べ
たところ, 本菌には LolA様分子は 2種類あること, LolB様分子および Slam様分子はないことを
見出していた。 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は, ジンジバリス菌の線毛構成タンパク質を基にしたリポタンパク質の輸送機
構の解明とその阻害薬の探索を試みることである。具体的には, 特に Fim線毛の線毛主要構成タ
ンパク質である FimA を基にして LolA 様分子の関与,リポタンパク質に結合する分子の探索, 
FimAタンパク質の一過的発現系の構築とそれを基にした阻害剤のスクリーニングなどを検討し
た。 
 
３．研究の方法 
 
（1）ジンジバリス菌の LolA様分子はリポタンパク質輸送分子であるかを明らかにする。 
（2）ジンジバリス菌のリポタンパク質を輸送するぺリプラスム内輸送分子および外膜輸送分子 
を同定する。 

（3）ジンジバリス菌のリポタンパク質の外膜通過機構を明らかにする。 
（4）ジンジバリス菌のリポタンパク質輸送機構を阻害する化合物を探索する。 
 
４．研究成果 
 
(1) ジンジバリス菌の LolA様分子はリポタンパク質輸送分子であるかを明らかにする。 
リポタンパク質を輸送するぺリプラスム内輸送分子 LolAについて, Pfam解析を調べると 3つ
のファミリー（LolA, LolA_2, LolA-like）が存在した。線毛高発現株である ATCC 33277株の場合, 
LolA_2は PGN_0486と LolA-likeは PGN_0947および PGN_1919が該当する。ATCC 33277株の
LolA-like分子が 2つあるのは遺伝子重複が起きているためである。一方, Fim線毛を発現しない
W83株では, LolA_2は PG_1635, LolA-likeは PG_1179のみであった。W83株の FimAが発現し
ないのは, 二成分制御系である FimR-FimSにおいて FimSの機能不全によることが報告されてい
る(Nihsikawa et al. J. Bacteriol. 2010)。当初, ATCC 33277株で FimAを用いて, 線毛の形成を見る
ようにするために PGN_0486, PGN_0947, PGN_1919 の三重欠損株を作製することを試みた。し
かしながら, ATCC 33277 株は PGN_0947 と PGN_1919 の遺伝子周辺領域が同一の為にそれぞれ
の遺伝子が正しく欠損されていることを確認することが難しく三重欠損株の作製を断念した。
そこで, 線毛非発現株であるW83株を用いて, ATCC 33277株の fimA遺伝子をプラスミド性に導



入しプラスミド上にある恒常的に発現するプロモーターを利用して発現することにした。ATCC 
33277 株の FimAに対する抗体は特異性があり, W83株由来の FimAには反応しないことが既に
他グループにより報告されているが, 我々も同様な知見を得ている。W83 株を用いて, PG_1635
および PG_1179の二重欠損株を作製したのち ATCC 33277株の fimA遺伝子をもつプラスミドを
導入し, PG_1179::cepA PG_1635::ermF/pTCB-fimA(ATCC 33277)株とした。コントロール株として, 
PG_1179::cepA PG_1635::ermFのライセートは全く抗 FimA(ATCC 33277)抗体は反応せず, 菌体表
面上の発現を確認するドットブロット解析でも同様であった。線毛の重合形成は SDS-PAGE を
行うときに菌体をサンプルバッファーで可溶化後, 80℃で 10 分の熱処理によりイムノブロット
解析を行うとラダー形成を示すことで確認できる。その結果, イムノブロット解析により
PG_1179::cepA PG_1635::ermF/pTCB-fimA(ATCC 33277)株は 80℃で 10分の熱処理によりラダー形
成を示していた。また, ドットブロット解析でも PG_1179::cepA PG_1635::ermF/pTCB-fimA(ATCC 
33277)株は抗 FimA(ATCC 33277)抗体で反応していた。これらのことから, ジンジバリス菌の
LolA 様分子はリポタンパク質輸送分子ではないと示唆された(Shoji et al. Microbiol. Immunol. 
2020)。 

 
(2) ジンジバリス菌のリポタンパク質を輸送するぺリプラスム内輸送分子および外膜輸送分子
を同定する。 

   ジンジバリス菌のリポタンパク質を輸送する分子を同定する目的で近位依存性ビオチン化酵
素によるタンパク質同定解析を試みた。愛媛大学の先生が作製されたビオチン化酵素 AirIDの遺
伝子を分与して頂いた。原理は Bait分子に AirID (319 a.a.)を融合させた分子を細胞内で発現し, 
その後, 近位に存在するタンパク質をビオチン標識しアビジン-HRP で検出するものである。
ATCC 33277株の FimAタンパク質の N末端側アミノ酸(M1-E30)に引き続いて AirIDさらに His
タグをつけた融合分子の遺伝子を作製した。この遺伝子を mfa1 および mfa2 遺伝子内を相同組
み換えする形で変異させるターゲティングベクターを作製し, 新たにバクテロイデス属のファ
ージプロモーターにより恒常的に発現させる組換えプラスミドを作製した。最初に ATCC 33277
株を用いて mfa1mfa2::ermF-B.f.pro-fimAN 末-AirID-His および mfa1mfa2::tetQ-B.f.pro-fimAN 末-
AirID-His を作製した。発現確認を抗 His 抗体によりイムノブロット解析を行ったがどちらの場
合も全く発現が確認できなかった。ジンジバリス菌はプロテアーゼ活性が高い為に発現直後に
融合分子が分解されるのではないかと考えた。そこで, プロテアーゼ活性が激減している 9型分
泌機構の変異株である porT 変異株を用いて融合分子の発現を試み, porT::tetQ mfa1mfa2::ermF-
B.f.pro-fimAN末(1-30)-AirID-His株を作製した。その株は抗 His抗体で予想サイズの約 35 kDaの
分子発現を確認できた。その菌株を利用してビオチン化反応を行った後, ライセートを SDS-
PAGE に展開し PVDF に転写後 アビジン-HRP で検出したものの特異的なタンパク質の反応は
全くなかった。つまり, AirIDを用いたリポタンパク質輸送分子を同定することはできなかった。
今後, 異なるアプローチとして架橋剤の検討を試みる必要があると考えられた。 
 
(3) ジンジバリス菌のリポタンパク質の外膜通過機構を明らかにする。 

 バクテロイデス属のリポタンパク質が菌体外に分泌される場合, N 末端側の膜透過シグナル
配列にあるシステイン残基の後方にある数個の酸性アミノ酸が必須であることを 2 つの異なる
グループが報告している。しかしながら, この酸性アミノ酸が外膜通過に必要なのか内膜から外
膜への輸送に重要なのか, という問いに対して厳密な結論は得られていない。したがって, 菌体
外分泌にそれらの酸性アミノ酸が重要であるというのは正しいと思われる。ジンジバリス菌の
FimA の N 末端側を用いて菌体外分泌にそれらの酸性アミノ酸が重要であるか否かを検討した。
具体的には FimAの N末端側 50アミノ酸(M1-V50)-nano Luciferase-Hisタグの融合分子を新たに
TetR-operator を持つコンディショナル発現系により発現するプラスミド , pUC118-
mfa1mfa2::ermF-TetR-fimAN末(1-50)-nanoLuc-Hisを作製した。コンディショナル発現の誘導剤に
は 100ng/mL anhydroTetracyclineを用いた。ATCC 33277株を用いて mfa1mfa2::ermF-TetR-fimAN末
(1-50)-nanoLuc-His 株を作製した。その株に誘導剤を加えたのち, 菌体内外のルシフェラーゼ活
性を調べたところ主に菌体外にルシフェラーゼ活性があることを見出した。また, 抗 His抗体を
用いたイムノブロット解析でも発現を確認し, 菌体外に融合タンパク質があるとともにその分
子はアルギニン特異的プロテアーゼにより 46番目のアルギニンにて切断されていると考えられ
るような僅かに分子サイズが小さくなっていることを確認した。これまでに我々は FimAの N末
端側 19番目のシステイン残基にジアシルグリセロールが付与されることでリポタンパク質とな
ることを明らかにしている。この融合分子についても 19番目のシステイン残基が重要であるか
を調べる目的でアラニン残基に置換した同様のプラスミドを作製し, ATCC 33277株に導入した。
その株は菌体内外のルシフェラーゼ活性を調べたところ, その活性は菌体外にはほとんどなく
主に菌体内に活性が認められた。また, 抗 His抗体を用いたイムノブロット解析でも発現を確認
し, 菌体外にはなく菌体内に融合タンパク質を認めその分子はアルギニン特異的プロテアーゼ



により分解されてはいないと判断された。このことからも融合分子はリポタンパク質であると
示唆された。次に, 19番目のシステイン残基後方の極性アミノ酸について検討した。21番目にリ
シン, 22番目にアスパラギン酸, 24番目にグルタミン酸, 26番目にグルタミン酸, 30番目にグル
タミン酸が存在する。これらの極性アミノ酸を便宜的に N 末端側より KDEEE と呼ぶことにす
る。KDEEE を全てアラニンに置換すると融合分子は菌体外に分泌されなかった。次に KDE の
みをアラニンに置換しても融合分子は菌体外に分泌されなかった。一方, KD をアラニンに置換
すると菌体外に分泌された。Kをアラニンに置換しても分泌された。Dをアラニンに置換すると
融合分子の発現は全く確認できなかった。これらの結果から酸性アミノ酸が菌体外への分泌に
重要であることが確認された。したがって, ジンジバリス菌のリポタンパク質の菌体外分泌につ
いてはバクテロイデス属のそれと類似していると考えられた。 

 
(4) ジンジバリス菌のリポタンパク質輸送機構を阻害する化合物を探索する。 
 北里大学の先生より 603 個の放線菌由来小分子ライブラリーを分与頂いた。初めに上記の
mfa1mfa2::ermF-TetR-fimAN末(1-50)-nanoLuc-His株を用いてコンディショナル発現系で菌体外ル
シフェラーゼ活性を抑える分子を探していくという方法を考えたがルシフェラーゼ活性の計測
にかかるコストが高価である為, それによるスクリーニングは中断した。これまでの研究結果か
らジンジバリス菌のリポタンパク質を輸送する分子は必須タンパク質ではないかと考えた。初
めに 96穴プレートに ATCC 33277株を BHI液体培地で培養して 603個の放線菌由来小分子ライ
ブラリーを一つずつ加えた場合に増殖を抑えるものをスクリーニングした。その結果,ジンジバ
リス菌の増殖抑制を示すものは 238 個あった。コストを抑えた新たなスクリーニング系として
FimA をコンディショナルに発現する系を構築した。このコンディショナル発現系に上記の 238
個を一つずつ入れて発現抑制もしくは重合形成の阻害が起きるものをイムノブロット解析によ
り調べた。最終的にジンジバリス菌 FimAのコンディショナル発現系でタンパク質発現抑制を示
すものを 21 個, さらに重合を阻害するものを 2 つ見出した。これら阻害効果を示すものについ
ては今後も解析を進める予定である。 
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